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Rastermikroskop 



Die Erfindung betriffi ein Rastermikroskop mit einem Anregungsliclitstrahl zum 
optischen Anregen eines ersten Probenbereiolis, mit einem 

5 Stimulationslichtstrahl zum Auslosen einer stimullerten Emission Oder einer 
weiteren Anregung in einem weiteren, zumindest tellweise mit dem ersten 
Probenbereich uberlappenden Probenberetch, mit zumindest einem Objektiv 
zum Fokussieren des Anregungsiichtstralils und des Stimulationsiiclitstrahls 
und mit einem optisclien Bauteil zur Beeinflussung der Form des Fokus des 

1 0 Anregungsllclitstraiils und/oder des Stimulationsiichtstrahls. 

In der Raslenmikroskopie (Scanmikroskopie) wird eine Probe mit einem 
Uohtstrahl beleuchtet, um das von der Probe emittierte Reflexions- oder 
Fluoreszenziiclit zu t>6obachten. Der Fokus des Beleuclitungslichtstraliles 
wird mit Hilfe einer steuerbaren Strahlablenkeinrichtung, im Aligemeinen durcli 

15 Verkippen zweier Spiegel, in einer Objektebene bewegt, wobei die 
Ablenkachsen meist senkrecht aufeinander stelien, so dass ein Spiegel in x- 
und der andere In y-Richtung abienkt. Die Verkippung der Spiegel wird 
belspieisweise mit Hiife von Galvanometer-Stelielementen bewerksteiligt. Die 
Leistung des vom Objekt kommenden Liclits wird in AbhSngigkeit von der 

20 Position des Abtaststraliles gemessen. ObliciienAreise werden die 
Stellelemente mit Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegeistellung 
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ausgerOstet. Neben diesen sogenannten strahlscannenden Methoden sind 
auch Scanmikroskope mit raumlich feststehendem Beleuchtungslichtstrahl 
bekannt, be! denen die Probe zur Abtastung mil Hilfe eines 
Feinposltionlerilsches verfahren wird. Diese Scanmikroskope warden 
5 objektscannend genannt. 

Speziell in der konfokalen Rastermikroskopie wird ein Objekt mil dem Fokus 
eines Lichtstrahles in drei Dimensionen abgetastet. 

Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle, 
eine Fokussieroptik, mit der das Liclit der Quelle auf eine Lochblende - die 

10 sog. Anregungsbiende - fokussiert wird, einen Strahlteiier, eine 
Straiilablenkeinriclitung zur Strahisteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoreri zum Nachwels des Detektions- bzw. 
Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiier 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- Oder Reflexionsliclit 

15 gelangt uber die Straliiablenkeinriohtung zuruck zum Strahlteiier, passiert 
diesen, um anschlieBend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Detektionslicht, das nicht direkt aus 
der Fokusreglon stammt, nimmt einen anderen Uchtweg und passiert die 
Detekttonsblende nicht, so dass man eine Punktinformatton erhSUt, die durch 

20 sequentlelles Abtasten des Objekts zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Meist wird ein drekiimensionales Bild durch schichtweise Bilddatenaufnahme 
erzielt. 

Eine Anordnung zur Steigerung des Auflosungsvermogens fur 
Fluoreszenzanwendungen ist aus der DE 44 16 558 bekannt. Hierbei werden 

25 die lateralen Randbereiche des Fokusvolumens des Anregungslichtstrahls mit 
einem Lfchtstrahl einer anderen Wellenlange, dem sog. Stimulationslichtstrahl, 
der von einem zwerten Laser emittiert wird. beleuchtet, um dort die vom LIcht 
des ersten Lasers angeregten Probenbereiche stimuliert in den Grundzustand 
zuruck zu bringen. Detektiert wird dann nur das spontan emittierte Licht aus 

30 den nicht vom zweiten Laser beleuchteten Bereichen, so dass insgesamt eine 
Auflosungsverbesserung erreicht wird. Fur dieses Verfahren hat sich die 
Bezeichnung STED (Stimulated Emission Depletion) eingeburgert. 
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Beispielsweise aus US 2002/0167724 A1 Oder aus US 6.667,830 B1 ist eine 
Variante der STED-TechnIk bekannt, bei der die vom Lteht des ersten Lasers 
angeregten Probenbereiche mit dem Licht des zweiten Lasers zunachst waiter 
- nSmllch in einen dritten Zustand ~ angeregt werden. Bel dleser Variante, fur 
5 die sich auch der Begriff „up-conversion" elngeburgerl hat, wird aquivalent zu 
der Variante der direkten stimulierten Abregung In den Grundzustand eine 
Aufiosungssteigerung erzieit. 

Aus DE 100 12 462 A1 ist eine Vorrichtung zur Beleuclitung eines Objekts 
vorzugsweise l^ei der konfokalen Fluoreszenzr^termikroskopie mit einem 

10 Beleuchtungsstraiilengang einer Liclitquelle und mindestens eInem weiteren 
Beleuclitungsstraiilengang einer weiteren Liclitquelle, wobei die 
Beleuctitungsstrahlengange zumindest teiiweise einander uberlagerbar sind, 
bekannt. Die Vorrichtung ist zur Vereinfacliung der Justierung sowie zur 
Reduktion der optisohen Bauteile Im Beleuchtungsstraiilengang dadurch 

15 gekennzetchnet, dass mindestens in einem der Beieuohtungsstrahlengginge 
mindestens ein optisches Bauteil angeordnet Ist, wobei die optisohen 
Eigenschaften des Bautells derart beelnflussbar bzw. ver^nderbar sind, dass 
sich das Beleuchtungsmuster des Beleuchtungsstrahlengangs im 
Objektbereich in seiner Form verandert. Das optische Bauteil kann hierbei 

20 beispielsweise als runde Phasenverzogerungsplatte, die in ihrem 
Durchmesser kleiner als der Strahldurchmesser ist und folglich Qberieuchtet 
wird, ausgebildet sein. Als Phasenverzogerungsplatte wird ein optisches 
Bauteil bezeichnet, das eine ortsabhangige Phasenverzfigerung des die 
Phasenverzogerungsplatte durchtretenden Lichts bewirkt. Die 

25 Phasenverzogerungsplatte ist im Strahlengang des eine stimulierte Emission 
auslosenden Beleuchtungsstrahls angeordnet und erzeugt bei geeigneter 
Struktur einen hohlen Fokus, der eine Auflosungsverbesserung sowohl lateral 
als auch axial ermoglicht Eine bevorzugte Ausgestattung einer 
Phasenverzogerungsplatte besteht aus einem Sui^strat, auf das lokal in 

30 bestlmmten Bereichen eine oder mehrere Schichten eines phasenverzOgernd 
wirkenden Materials (beispielsweise MgFa) aufgebracht sind. Sind die Dicken 
der Schichten und die GrOBen der Schichtbereiche so gewahit, dass die Halfte 
der gesamten Lichtamplitude in der Pupille der Mikroskopoptik eine 
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Phasenvenzogerung von gegenuber der anderen Halfte der Lichtamplltude 
besitzt, dann erzeugt die fokussierte Wellenfront im Fokus der Mikroskopoptik 
(ObJekBv) destruklive Interferenz. Die resultierende PSF (Point Spread 
Function) besitzt somit ein Minimum der Fokusmitte. 

5 Die Verwendung von Pliasenverzogerungsplatten in der STED-l\/Iikroskopie 
wird beispielsweise aucli in den folgenden VerCffentlichungen erwahnt: Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 97, p. 8206-8210. 2000; Appl. Phys. Lett., Vol. 82, 
No. 18, p. 3125-3127, 2003; Pliys. Rev. Lett., Vol. 88, p. 163901-1 - 163901- 
4. 2002; Phys. Rev. E, Vol.64, p. 066613-1 -066613-9, 2001. 

10 Anstelle von herkommlichen Phasenverzogerungsplatten konnen auch LCDs 
Oder programmierbare Lichtmodulatoren verwendet werden. 

Eine AuflQsungssteigerung in Richtung der optischen Achse ISsst sich, wie In 
der EuropSischen Patentschrifl EP 0 491 289 mtt dem Tltel: 
„Doppelkonfokales Rastemn3<roskop" besclirieben ist. durch eine 

15 Doppelobjektivanordnung (4Pi-Anordnung) erreichen. Das vom 
Beleuchtungssystem kommende Anregungslictit wlrd in zwei Teiistrahlen 
aufgespalten, die die Probe einander entgegenlaufend durch zwei 
spiegelsymmetrisch angeordnete Objektive gleichzeltig beleuchten. Die 
belden Objektive sind auf verschiedenen Selten der ihnen gemeinsamen 

20 Objektebene angeordnet. Im Objektpunkt bildet sich durch diese 
interferometrische Beleuclitung ein Interferenzmuster aus, das bei 
konstruktlver Interferenz ein Hauptmaximum und mehrere Nebenmaxima 
aufweist. Interferiert nur das Licht der Anregung, spricht man von 4Pi- 
Mikroskopie des Typs A, bei glelchzeitiger Interferenz des Detektlonslichts von 

25 Typ C. Mit diesem doppelkonfokalen Rastenmikroskop kann im Vergleich zum 
konventlonellen Rastermikroskop durch die Interferometrische Beleuchtung 
eine erhdhte axiale Auflosung erziett werden. 

Durch eine Kombinatlon von STED und doppelkonfokaler Anordnung Idsst 
sich sowohl lateral, als auch axial eine Auf lOsungssteigerung erreichen. 

30 In elner besonderen Kombinatlon von einer STED- und einer 
doppelkonfokalen Anordnung, dem STED-4PI-l\/likroskop, wird mit Hilfe einer 
doppelkonfokalen Anordnung des Stimulationslichtstrahls eine destruktive 
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InterFerenz in der Fokusmitte erzeugt. Eine stimulierte Abregung ist somit auf 
den axialen Fokusrand beschranki (Phys. Rev. Lett., vol. 88, p. 163901-1 - 
163901-4,2002). 

Es hat sich gezeigt, dass zur Erzielung eines bestmdgllchen 
5 Auflosungsvermogens das optische Bauteil vorzugsweise Im Strahlengang 
des Stimulationslichtstrahles sehr exakt posltioniert und justiert werden muss. 
Nachteiligerweise Ist aufgrund dieses Umstandes nach jedem 
Objektivwechsel eine aufwendige Nachjustierung und Anpassung des 
optischen Bauteils auf die baulichen und optischen Eigenschaften des neuen 
1 0 Objektivs erf orderlich. 

Es ist daher die Aufgabe der vorllegenden Erfindung, ein Rastermikroskop 
anzugeben, mit dem t>ei wesentlicli reduziertem Justieraufwand der 
theoretiscli mdgliche Aufldsungsgrad erreichbar ist, und das gleichzeltig eine 
vereinfachte Anpassbarkeit an wechselnde Untersucliungsbedingungen - 
1 5 t)eispielsvyeise Objektivwechsel - bietet. 

Die Aufgabe wird durch ein Rastermikroskop gelCst, das dadurch 
gekennzelchnet ist, dass eine Optik zum Abbllden des optischen Bauteils in 
die Pupille des Objektivs vorgesehen ist, wobei die GrdBe des Abblldes des 
optischen Bauteils einstelibar Ist. 

20 Die Erfindung hat den Vorteil, dass zumindest eine Optik vorgesehen ist, die 
das optische Bauteil In die Pupille des Objekth^s abbiidet, wobei die GrOBe des 
Abbildes des optischen Bauteils einstelibar ist. 

ErflndungsgemaB wurde erkannt, dass zur Erzielung einer exakten 
Manipulation der Wellenfront des Anregungsllchtstrahis bzw. des 

25 Stimulationslichtstrahls das optische Bauteil in der Pupille des Objektivs oder 
in einer dazu konjugierten Ebene angeordnet sein muss. Vorzugsweise wirkl 
das optische Bauteil ausschlieBlich auf den Stimulationslichtstrahl und nicht 
auf den Anregungslichtstrahi. Da der Stimulationslichtstrahl und der 
Anregungslichtstrahl in der Regel vor dem Objektlv, beispielsweise durch 

30 einen dichroitischen Strahlteiler vereinigt werden, ist das optische Bauteil 
vorzugsweise vor dem Strahlvereinlger im Strahlengang des 
Stimulationslichtstrahls angeordnet. 
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Als optisches Bauteil ist beispielsweise eine Verzdgerungsplatte, die als 
Phasenverzfigerungsplatte ausgefOhrt ist, verwendbar. In der Praxis weisen 
PhasenverzOgerungsplatien autgrund von Fertlgungstoleranzen 
Abwelciiungen von der geometrischen Idealform auf. Beispielsweise werden 
5 die Radien einer A/2-Piatte. wie sie in der bereits enArahnten VerOffentlichung 
(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 97, p. 8206-8210, 2000) venwendet 
werden, nicht mit den nominellen Radien Qberelnstimmen. Um dennoch die 
gewOnschte Wellenfront in der Pupiile zu erreiciien, wird erf indungsgemaB die 
GroBe des Abbildes des optischen Bauteiis in der Pupiile angepasst. 

10 In einer bevorzugten Ausgestaltungsform weist die Optik, die das optlsche 
Bauteil in die Pupiile des Objektivs abbtldet, verschiebbare Fokussiennittel, 
wie beispielsweise Linsen Oder Hohlspiegel, auf. In einer anderen Variante ist 
das Bauteil seibst vorzugsweise entlang der optischen Achse verscfiiebbar 
angeordnet. In einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsform weist die 

15 Optik verschiebbare Fokusslermittel auf und das Bauteil seibst kann 
vorzugsweise entlang der optischen Achse verschiebbar angeordnet sein. 
Zum Verschleben der Optik bzw. des optischen Bauteiis ist vorteiihaflenAfeise 
ein motorischer Antrieb vorgesehen. Das Verschleben der Fokussiermittel 
und/oder des optischen Bauteiis erfolgt vorzugsweise derart, dass das Abbild 

20 des optischen Bauteiis stets in der Pupiile des Objektivs verbleibt und dass 
der Anregungsllchtstrahl bzw. der Stimulationslichtstrahl das Objektiv als 
paralleles LichtbQndel beleuchtet. 

In einer anderen bevorzugten Variante ist die Optik als vorzugsweise 
motorisch einstellbare Variooptik ausgeblldet. Diese kann einerseits zum 
25 Justieren des Systems oder andererseits zur Anpassung der GroBe des 
Abbildes des optischen Bauteiis auf verschiedene Pupillendurchmesser. 
beispielsweise untersohiedlioher Objektlve, verwendet werden. 

Die Variooptik ist vorzugsweise so ausgestaltet, dass bei einer Veranderung 
ihrer Brennwelte der Brennpunkt, der sich auf dem in die Pupiile 
30 abzubildenden Bauteiis gegenuberliegenden Seite der Variooptik befindet, 
ortstest bleibt. In einer ganz bevorzugten Ausgestaltung der Variooptik bieiben 
bel einer BrennweltenverSnderung beide Brennpunkte der Variooptik ortsfest. 
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Anstelle der bereits erwahnten Moglichkeiten zum Elnslellen der GrdBe des 
Abbildes des optischen Bauteils kann auch vorgesehen sein, die Oplik gegen 
eine Optik mit anderen optischen Eigenschaften auszutauschen. Hierzu 1st 
vorzugswelse ein als Revolver Oder Schlebeschiitten ausgebildeies 
5 Vorratsmittel vorgesehen, in dem unterschiedllohe Optiken bevorratet sind, die 
vorzugsweise durch einfaches Drehen bzw. Schieben des Vorratsmitlels in 
den Strahlengang des Anregungs- bzw, Stimulationsllchtstrahls elngebracht 
werden kfinnen. Vorzugswelse ist das Vorratsmittei motorisch angetrieben. 

In einer ganz besonders bevorzugten AusfOlirungsvariante erfolgt die 
10 Einstellung der GvQBe des Abbildes des optischen Bauteils automatlsch. 
Vorzugsweise ist ein Mittel zum automatischen Erkennen des in den 
Strahlengang eingebrachten Objektivs vorgesehen, das es einem 
Steuerrechner ermaglicht, die fur dieses Objekliv optimale, gegebenentails 
vorgespeicherte Einstellung vorzunehmen. Vorzugsweise erfolgt die 
15 Einstellung der GroBe des Abbildes des optischen Bauteils in Abh^ngigkeit 
vom Durchmesser der Pupiile des gewShlten Objektivs. 
In einer ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsvarlante ist das 
Rastermikroskop als konfokaies oder als doppelkonfokales Rastennikroskop 
ausgebildet. 

20 Die Pupillenebene ist eine Fourierebene zur Fokusebene des Objektivs und in 
einer bevorzugten Variante erzeugt die OptIk eine weltere Fourierebene, in 
der das optische Bauteil angeordnet ist. 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestelll und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben. Dabei zeigen: 

25 Rg. 1 ein erfindungsgemSSes Rastermikroskop, 

Fig. 2 eine schematische Darstellung der Abbildung des 

optischen Bauteils in die Pupiile des Objektivs, 

Fig. 1 zelgt ein erfindungsgemaSes Rastermikroskop, das als konfokaies 
Rastermikroskop ausgebildet ist. Das Rastermikroskop belnhaltet eine erste 
30 Liohtquelle 1 , die einen Anregungslichtstrahl 3 zum optischen Anregen eines 
ersten Probenbereichs einer Probe 5 emittiert. Der Anregungslichtstrahl 3 wIrd 
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mil der Optik 7 auf die Beleuchtungslochblende 9 fokussiert, passlert diese 
und wird anschlieBend von der weiteren Optik 11 kollimlert. Das 
Rastermikroskop umfasst eine weitere LIchtquelie 13, die einen 
Stimulationsliciitstrahl 15 erzeugt, der mit der Linse 17 auf die 

5 Stimulationslochblende 19 fokussiert wird. Der durch die 
Stimulatlonslochbiende 19 tretende Stimulationslichtstrahl 15 wird von der 
weiteren Linse 21 koilimiert und durchlauft ansciilieBend ein optisclies Bautell 
23 zur Beeinfluesung der Form des Fokus des Stimuiationslichtstralils 15. Das 
optische Bauteil 23 bestelrt aus einem Substrat 25, auf das eine 

10 PfiasenverzogerungsPlatte 27, die ais W2- Platte ausgestaltet ist und die 
einen kleineren Durclimesser ais den Durciimesser des 
Stimulationslichtstrahls 15 aufweist, angebraclit ist. Eine Variooptik 29 
fokussiert den durch das optische Bauteil 23 tretende Stimulationslichtstrahl 
15 zu einem Fokus 31 . Die Variooptik 29 ist so ausgestaltet, dass der Ort des 

15 Fokus 31 konstant blelbt, so dass gegebenenfalls nur das optische Bauteil 
nachjustiert warden muss. Die Variooptik 29 ist bei diesem Rastemiikroskop 
derart ausgeblldet, dass die Lage ihrer vorderen Brennebene, in der sich der 
Fokus 31 befindet, und die Lage der hinteren Brennebene, in der das optische 
Bauteil angeordnet ist, stets konstant bleiben, um ein Nachjustieren des 

20 optischen Bauteiis in axialer RIchtung zu vemielden. Der Anregungslichtstrahl 
3 und der Stimulationslichtstrahl 15 warden mit Hilfe eines dichroitischen 
Strahlteilers 33 vereinigt und Ober den Hauptstrahlteiler 35 zu einer 
Strahlablenkeinrichtung 37, die einen kardanisch aufgehangten Scanspiegel 
39 beinhaltet, gelenkt. Die Strahlablenkeinrichtung 37 fOhrt den 

25 Anregungslichtstrahl 3 und den Stimulationslichtstrahl 15 gemeinsam durch 
die Scanoptik 41, die Tubusoptik 43 und durch das ObJekUv 45 Qber bzw. 
durch die Probe. Im Probenbereich uberlappen die Fokusse des 
Anregungslichtstrahls und des Stimulationslichtstrahls zur Erzlelung des 
STED-Effektes teilweise. Das von der Probe ausgehende Detektionslicht 47 

30 gelangt durch das Objekliv 45, die Tubusoptik 43. die Scanoptik 41 und uber 
die Strahlablenkeinrichtung 37 zuruck zum Hauptstrahlteiler 35, passiert 
diesen und trifft nach Passieren der Detektionslochblende 49 auf den ais 
Photomultiplier 51 ausgebildeten Detektor 53. Zum Fokussieren des 
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Detektionslichts 47 auf die Detekttonslochblende 49 ist eine Fokussier-Optik 
55 vorgesehen. Die zwischen dem optischen Bauteil 23 und und dem Fokus 
31 angeordnete Variooptik 29 und die zwischen dem Fokus 31 und denn 
dichroltlsciien Strahlteiier 33 angeordnete LInse 57 bllden gemelnsam mit der 

5 Scanoptik 41 und der Tubus-Optik 43 eine Optik, die das optische Bauteil 23 
in die Pupille 59 des Objektivs 45 abbildet. Mit Hilfe der Variooptik 29 kann die 
Gr6Be des Abblldes des optischen Bauteils eingeslellt werden. Dem 
Fachmann ist hierbel War, dass im Normalbetrieb des Rastermikroskops in dor 
Pupille 59 des Objektivs 45 kein reales sichtbares Abbild des optischen 

1 0 Bauteils existiert. 

Rg, 2 lllustriert, wie die aus der Variooptik 29 der Linse 57, der Scanoptik 41 
und der Tubus-Optik 43 gebildete Optik das optische Bauteil in die Pupille des 
Objektivs abbildet. Hierbel handelt es sich urn eine schematische Illustration 
eines Strahlenganges (durchgezogene Unien), der im Normalbetrieb des 

15 Rastermikroskops nicht vorhanden isl. Vielmehr handelt es sich um einen 
Fourfer-Strahlengang, wie er Ijeispielsweise aucSi zur Illustration der 
Kohler'schen Beleuchtung fachubllchenveise eingezeichnet wird. 

Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
20 Abwandlungen durchgefuhrt werden k5nnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu verlassen. 
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Bezugszeichenliste: 





1 


Lichtquelle 




3 


Anregungsllchtstrahl 


5 


5 


Probe 




7 


Optik 




9 


Beleuchtungslochblende 




11 


weitere Optik 




13 


weitere Lichtquelle 


10 


15 


Stimulationslichtstrahl 




17 


Unse 




19 


Stimulationslochblende 




21 


Linse 




23 


optisches Bauteil 


15 


25 


Substrat 




27 


Phasenverzdgerungsplatte 




29 


Variooptik 




31 


Fokus 




33 


Strahlteilers 


20 


35 


Hauptstrahlteiler 




37 


Strah lablenkeinrichtung 




39 


Scanspiegel 




41 


Scanoptik 




43 


Tubusoptik 


25 


45 


Objektiv 




47 


Detektionslicht 
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49 Detektionslochblende 

51 Photomultiplter 

53 Delektor 

55 Fokussieroptik 

5 57 Linse 

59 Pupllle 
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Patentanspruche 



1. Rastermikroskop mit einem Anregungslichtstrahl zum 
optlschen Anregen eines ersten Probenbereichs, mit einem 

5 Stimuiationslichtstrahl zum Ausl5sen einer stimulierten Emission oder einer 
weiteren Anregung In einem weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten 
Probenbereich uberlappenden Probenl>erefch, mit zumindest einem Objektiv 
zum Fokussieren des Anregungsliciitstrahls und des Stimulationslichtstrafils 
und mrt einem optischen Bauteil zur Beeinflussung der Form des Fokus des 
10 Anregungslichtstrahls und/oder des Stimulationslichtstrahls, dadurch 
gekennzeichnet, dass zumindest eine Optik zum Abbtlden des optischen 
Bauteils in die Pupille des Objektivs vorgeseiien ist, wobei die Gr6Be des 
Abbildes des optisclien Bauteils einstellbar ist. 

2. Rastermikroskop nach Anspruch 1, dadurch 
1 5 gekennzeichnet, dass die Optik verschiebbare Fokussiermittel umfasst. 

3. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil verschiebbar angeordnet 
ist. 

. 4. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

20 dadurch gekennzeichnet, dass die Optik und/oder das optische Bauteil 
motorisch verschiebbar sind. 

5. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Optik eine - vorzugsweise motorisch 
einstellbare - Variooptik umfasst. 
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6. Rastermikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Optik austauschbar ist. 

7. Rastermikroskop nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein Vonratsmittei vorgesehen ist, das Optiken 

5 unterschiedlloher optischer Eigenschaften bevorratet. 

8. Rastermikroskop nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Vorratsmittel einen Revolver oder einen 
Schlebeschlitten umfasst 

9. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 7 oder 8, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass das Vorratsmittel motorisch angetrieben ist. 

10. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Einstellung der GroBe des Abbildes des 
optischen Bauteils automatisch erfolgt. 

11. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass die Einstellung der GroBe der Abbildes des 

optischen Bauteils in Abhangigkeit von dem Durchmesser der Pupille des 
Objektivs erfolgt. 

12. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteil eine 

20 Phasenverzogerungsplatle umfasst 

13. Rastermikroskop nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Phasenverzogerungsplatte eine X/2-Platte ist. 

14. Rastermikroskop nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Phasenverzogerungsplatte lokal in verschiedenen 

25 Bereichen untersohiedliche Phasenverzogerungen bewirkl 

15. Rastermikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass das optische Bauteii ausschlieBlich auf den 
Stimulationslichtstrahl wirkt. 

Hf 
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16- Rastermikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 15. 

dadurch gekennzeichnet, dass das Rastermikroskop ein konfokales 
Rastermikroskop Oder ein doppeikonfokales Rastermikroskop Ist. 
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